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No corrente trabalho pretendeu-se detectar e identificar diferentes tipos de perturbações 
em lamas activadas (bulking filamentoso, bulking viscoso e crescimento de flocos pin 
point) por técnicas de processamento e análise de imagem. Para o efeito foram determi-
nados os parâmetros operacionais sólidos suspensos totais (SST) e índice volumétrico 
de lamas (IVL), assim como diversos parâmetros morfológicos (conteúdo e morfologia 
da biomassa agregada e filamentosa), obtidos por análise de imagem. Os resultados 
obtidos permitiram o esclarecimento das diferentes inter-relações presentes entre cada 
uma das condições estudadas e os parâmetros que caracterizaram a biomassa micro-
biana, assim como a aferição do parâmetro operacional IVL, a partir da caracterização 
da biomassa. 
Palavras-chave: análise de imagem; bulking; lamas activadas
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O sistema de lamas activadas é o processo 
biológico mais usado no tratamento de águas 
residuais. Este sistema consiste num tanque 
de arejamento onde ocorre a fase bioquímica 
e num sedimentador onde ocorre a fase física. 
A fase física de separação sólida-líquida é 
uma das operações mais críticas em proces-
sos de lamas activadas. Esta fase apresenta 
três funções: espessamento (recirculação das 
lamas para o tanque de arejamento); clarifica-
ção do efluente; e armazenamento de lamas. 
A sedimentabilidade das lamas é usualmente 
dependente da estrutura, densidade e tamanho 
dos agregados microbianos, podendo estas 
propriedades sofrer súbitas alterações devido 
a variações ou perturbações das condições 
numa ETAR (Wilén et al., 1999). É ainda neces-
sário um equilíbrio entre bactérias filamentosas 
e bactérias formadoras de flocos para manter 
uma boa sedimentabilidade das lamas (Jenkins 
et al., 2003). De acordo com Bitton (1994) as 
perturbações nos sistemas de lamas activa-
das podem ser de diferentes tipos: flocos pin 
point (pequenas dimensões) pela ausência de 
bactérias filamentosas, apresentando baixa se-
dimentabilidade e elevado conteúdo orgânico 
no efluente final; bulking filamentoso pela pro-
liferação de bactérias filamentosas ligando os 
flocos provocando baixa sedimentabilidade; 
crescimento disperso pela ausência de bac-
térias formadoras de flocos, apresentando 
elevada turbidez e conteúdo orgânico no 
efluente final; e bulking viscoso pela presença 
de grandes flocos com baixa capacidade de 
sedimentação e compactação. 
A observação microscópica torna-se assim um 
método de extrema importância para monitori-
zar e controlar os sistemas de lamas activadas 
e, como reflexo, técnicas microscópicas têm 
vindo a ser utilizadas para caracterizar os 
agregados microbianos de lamas activadas 
(Andreadakis, 1993; Barbusinski e Koscielniak, 
1995). A associação de técnicas de proces-
samento e análise de imagem à visualização 
microscópica tem ainda permitido uma ava-
liação mais expedita das propriedades das 
lamas activadas (Li e Ganczarczyk, 1991; 
Grijspeerdt e Verstraete, 1997). Actualmente, 
vários autores têm desenvolvido metodologias 
de análise de imagem para caracterização da 
biomassa do sistema, destacando-se da Motta 
et al. (2001, 2002), Cenens et al. (2002), Amaral 
(2003), Amaral e Ferreira (2005), Jenné et al. 
(2006) e Arelli et al. (2009). Assim, a relação 
entre as propriedades de sedimentabilidade e 
as características da biomassa agregada e fi-
lamentosa tem vindo a ser estudada, tendo já 
sido estabelecidas correlações entre o IVL e as 
propriedades morfológicas das lamas, princi-
palmente em situações de bulking filamentoso 
(da Motta et al., 2002; Amaral e Ferreira, 2005). 
Este trabalho tem por objectivo a identificação 
e quantificação de agregados microbianos e 
de bactérias filamentosas, provenientes de 
uma instalação laboratorial de lamas activa-
das, através de uma metodologia de análise 
de imagem, com intuito de detectar diferentes 
condições de funcionamento das lamas activa-
das (operação normal, flocos pin point, bulking 
filamentoso e bulking viscoso) que podem 
afectar a sedimentabilidade das lamas, e cor-
relacionar os parâmetros operacionais com os 
morfológicos.
		1.	iNtrODuÇÃO
		2.	mAteriAL	e	mÉtODOs
2.1	Descrição	da	instalação	laboratorial
Os dados experimentais deste trabalho foram 
obtidos através de um sistema laboratorial de 
lamas activadas composto por um tanque de 
arejamento com 17 L de biomassa em suspen-
são, seguido por um sedimentador cilíndrico 
com 2.5 L de capacidade. O tanque de are-
jamento foi inoculado com lamas activadas 
provenientes de uma estação de tratamento 
de águas residuais domésticas localizada em 
Braga. A alimentação sintética concentrada 
fornecida ao sistema foi preparada em labora-
tório de acordo com Kim et al. (2008) usando 
acetato como principal fonte de carbono. A 
composição utilizada foi a seguinte (em mg L-1): 
NaCH3COO.3H2O 2073; (NH4)2SO4 140; 
MgSO4.7H2O 25; KH2PO4 44; K2HPO4.2H2O 
59; CaCl2.2H2O 30; FeCl3.6H2O 18.8; 
NaHCO3 105. Subsequentemente, a ali-
mentação foi diluída para se obter uma CQO 
(carência química de oxigénio) de 1000 mg 
mL-1. Uma solução de micronutrientes foi 
também adicionada à alimentação de forma a 
permitir a manutenção da biomassa. Durante 
este estudo, e dependendo das perturbações 
pretendidas (bulking filamentoso, flocos pin 
point, bulking viscoso e condições normais), foi 
alterada a razão alimentação/microrganismos 
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(A/M). No início de cada experiência foi também 
necessário re-inocular o sistema para mais 
rapidamente se atingir as novas condições pre-
tendidas. Durante a operação do sistema, o pH 
foi controlado por um medidor de pH associado 
a uma bomba de controlo (Modelo BL 7916-BL 
7917, Hanna Instruments, Woonsocket, RI, 
USA). A mistura completa dentro do tanque de 
arejamento foi garantida pelo fornecimento de 
um fluxo contínuo de ar através de um difusor 
colocado na parte inferior do tanque de areja-
mento. De forma a manter a concentração de 
oxigénio a 7 mg O2 L−1, foi usada uma sonda 
de oxigénio (TriOmatic 690, WTW, Weilheim, 
Germany). Finalmente, a recirculação de lamas 
do sedimentador para o tanque de arejamento 
foi garantida através de uma bomba de ar. 
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2.2	Determinação	dos	parâmetros	
operacionais
A obtenção das condições de bulking filamen-
toso, formação de flocos pin point, bulking 
viscoso e condições normais foi realizada se-
quencialmente por esta ordem. No início de 
cada uma das experiências reinoculou-se a 
biomassa no sistema, para mais rapidamen-
te se atingir as novas condições pretendidas. 
Foram recolhidas amostras no decurso de cada 
experiência e determinados parâmetros opera-
cionais tais como os sólidos suspensos totais 
(SST) e o índice volumétrico de lamas (IVL). 
Os SST foram determinados usando os pro-
cedimentos existentes no Standard Methods 
(APHA et al., 1989). Este valor foi posterior-
mente usado para calcular o IVL, determinado 
por sedimentação da biomassa em suspensão 
num cone Imhoff de 1 L durante 30 minutos 
(APHA et al., 1989). 
2.3	Aquisição	e	processamento		
das	imagens
A visualização da comunidade microbiana foi 
efectuada recorrendo a um microscópio óptico 
Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) e a 
uma câmara Olympus DP25 (Olympus, Tokyo, 
Japan). As imagens foram visualizadas em 
campo claro a uma ampliação total de 100 
vezes e adquiridas a uma escala de cinzentos 
de 8 bits e resolução de 1360 x 1024 pixéis, 
por intermédio do software de aquisição Cell^B 
(Olympus, Tokyo, Japan). As amostras foram 
retiradas do tanque de arejamento e a aqui-
sição de imagem foi efectuada em triplicado 
(usando 3 lâminas) recorrendo a uma micropi-
peta com uma ponta seccionada para garantir 
a passagem dos agregados maiores. Em cada 
triplicado 10 µL de amostra foram colocados 
numa lâmina e cobertos com uma lamela de 20 
mm x 20 mm. Em cada lâmina foram adquiri-
das 50 imagens (na parte superior, intermédia 
e inferior) de modo a obter informação repre-
sentativa da comunidade microbiana existente 
no sistema. O programa de processamento e 
análise de imagem utilizado neste trabalho foi 
desenvolvido em Matlab 7.3 (The Mathworks, 
Inc., Natick, USA), e adaptado de uma versão 
previamente desenvolvida por Amaral (2003). 
A principal etapa do processamento baseia-
se na binarização das imagens referentes aos 
agregados e bactérias filamentosas através de 
processos de segmentação e eliminação de 
detritos (Figura	1). A etapa seguinte resume-se 
à caracterização dos agregados microbianos e 
das bactérias filamentosas. 
2.4	Determinação	dos	parâmetros	
morfológicos
A caracterização dos agregados foi efectuada 
através da divisão em 3 classes tendo por base 
o diâmetro equivalente (Deq): microflocos (Deq < 
25 µm), mesoflocos (25 < Deq < 250 µm) e ma-
croflocos (Deq > 250 µm). Neste estudo, para 
cada uma das classes determinou-se a área 
percentual (% Área) de cada classe de agrega-
dos. O conteúdo em biomassa agregada (AT/
Vol) foi calculado através área total da biomassa 
agregada e o conteúdo em biomassa filamen-
tosa (CT/Vol) através do comprimento total de 
filamentos. Finalmente foi determinada, a razão 
entre o conteúdo de bactérias filamentosas 
(através do comprimento total de filamentos) 
e os sólidos suspensos totais, (CT/SST), bem 
como a razão entre o conteúdo de bactérias 
filamentosas e de biomassa agregada, através 
do logaritmo entre o comprimento total de fila-
mentos e a área total de biomassa agregada 
(ln(CT/AT)).
FiGurA	1	 |	  (a) Imagem original, (b) imagem binária dos agregados, (c) imagem binária dos filamentos. A amplia-
ção total das imagens é de 100 vezes.
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3.1	Índice	volumétrico	de	lamas		
e	sólidos	suspensos	totais
A obtenção das condições de bulking filamen-
toso, formação de flocos pin point, bulking 
viscoso e condições normais foi realizada se-
quencialmente. Deste modo, o primeiro passo 
da análise dos resultados obtidos foi o de 
identificar o período em que, verdadeiramente, 
estas diferentes condições foram estabeleci-
das. Para o efeito foram avaliados os valores do 
IVL para o estabelecimento das condições de 
bulking e dos SST para a obtenção de flocos 
pin point não sedimentáveis.
A evolução do IVL no decurso das várias ex-
periências, representada na Figura	2, permitiu 
determinar a formação de condições de 
bulking nas experiências de bulking filamen-
toso e viscoso, sendo considerado que um 
valor de IVL superior a 150 mL g-1 correspon-
de a bulking. Enquanto que no decurso das 
experiências laboratoriais para obtenção de 
condições normais (CN), bulking filamentoso 
(BF1) e flocos pin point (PP), as mesmas foram 
obtidas logo após o início das mesmas, tal não 
aconteceu na obtenção de bulking viscoso 
(BV). De facto, após a experiência dos flocos 
pin point, existiu um período transição (TR1) até 
se obterem as condições de bulking viscoso. 
Durante este período o IVL manteve-se abaixo 
de 150 mL g-1 e os SST evidenciaram uma 
descida, o que não se coaduna com bulking 
viscoso. Para o final desta experiência notou-se 
uma perturbação no reactor que resultou inicial-
mente na obtenção de um segundo período de 
transição (TR2) e seguidamente na obtenção 
de novas condições de bulking filamentoso 
(BF2). Durante TR2, verificou-se que, embora 
o valor de SST se mantivesse inicialmente 
elevado, os valores do IVL foram inferiores a 
150 mL g-1. Após este período observou-se a 
formação de bulking filamentoso (BF2) devido 
ao facto de, para além de se registar um valor 
de IVL superior a 150 mL g-1, ter sido notória 
a presença de elevadas quantidades de bacté-
rias filamentosas (identificadas como Thiothrix e 
Tipo 021N por coloração FISH). O cruzamen-
to destes dados com os obtidos por análise 
de imagem também confirmou este facto. 
Verificou-se ainda que o bulking filamentoso 
permitiram atingir maiores valores de IVL, até 
perto de 500 mL g-1, do que o bulking viscoso 
(até aproximadamente 300 mL g-1). Em relação 
às restantes condições, verificou-se que os 
valores de IVL se mantiveram abaixo de 150 mL 
g-1. Relembre-se que os flocos pin point, por 
praticamente não serem sedimentáveis, não in-
fluenciam negativamente o IVL, determinado a 
partir da parte sedimentável da biomassa.
A descida gradual dos SST, na experiência de 
formação dos flocos pin point, encontra-se de 
acordo com o previsível fenómeno de washout 
da biomassa agregada, pela formação de agre-
		3.	resuLtADOs	e	DisCussÃO
FiGurA	2	 |	  Evolução experimental do IVL e dos SST. (BF – Bulking filamentoso; PP – Flocos pin point; TR – 
Período de transição; BV – Bulking viscoso; CN – condições normais)
42
A
. 
A
m
ar
el
 e
t a
l.
gados não sedimentáveis e mecanicamente 
frágeis. O oposto pôde ser observado na ex-
periência de obtenção de condições de bulking 
viscoso, com um aumento dos SST, concor-
dante com o expectável aumento da biomassa 
agregada. De referir ainda que, embora a 
biomassa agregada possua uma sedimentabi-
lidade inferior aos flocos obtidos em condições 
normais, implicando um aumento do tempo 
necessário para a sua sedimentabilidade e um 
aumento do IVL, estes eventualmente sedimen-
tam, ao contrário dos flocos pin point, o que 
faz com que este tipo de biomassa não esteja 
sujeito às mesmas condições de washout 
que os flocos pin point. Em relação às expe-
riências de obtenção de condições de bulking 
filamentoso e de flocos normais, observou-se 
uma oscilação dos SST, sendo que no início da 
experiência de condições normais se verificou 
uma clara diminuição dos SST em virtude de 
se ter partido de uma elevada concentração de 
biomassa presente no inóculo introduzido no 
início desta experiência.
3.2	Parâmetros	morfológicos	da	biomassa
Através da utilização de técnicas de análise de 
imagem foi possível determinar a estrutura da 
biomassa no tocante à sua composição em 
biomassa agregada e filamentosa. A percenta-
gem de biomassa agregada em micro, meso 
e macroflocos encontra-se representada na 
Figura	3. Os períodos de bulking filamentoso 
(BF1 e BF2) destacaram-se dos restantes por 
apresentarem uma percentagem de micro-
flocos superior à de mesoflocos. Este facto 
reflecte uma estrutura da biomassa agregada 
com um elevado conteúdo em microflocos, 
quer sob a forma de agregados dispersos 
no licor misto, quer ligados a bactérias fila-
mentosas. Por oposição, os microflocos que 
compõem os flocos pin point não se encon-
traram significativamente ligados a biomassa 
filamentosa, mas dispersos no licor misto. 
Ainda durante a experiência de obtenção de 
flocos pin point verificou-se que a percenta-
gem de microflocos não foi tão elevada quanto 
seria expectável, encontrando-se, inclusiva-
mente, abaixo da percentagem de mesoflocos. 
Este facto indiciou que, durante a experiência 
de obtenção de flocos pin point, não foram 
obtidos microflocos em tão elevada quantidade 
quanto o desejável, apesar de estes agregados 
se terem revelado praticamente não sedimen-
táveis e facilmente removíveis do reactor, como 
demonstra o washout sofrido pela biomassa. A 
análise da estrutura da biomassa formada em 
bulking viscoso permitiu evidenciar uma maior 
composição em macroflocos, que as restan-
tes condições. Tal facto seria expectável pela 
formação de agregados de maiores dimen-
sões devido, essencialmente, à sobreprodução 
de exopolímeros. A estrutura da biomassa no 
período de condições normais, revelou um 
predomínio de mesoflocos em relação aos mi-
FiGurA	3	  |	   Evolução experimental da percentagem de área de microflocos, mesoflocos e macroflocos. (BF 
– Bulking filamentoso; PP – Flocos pin point; TR – Período de transição; BV – Bulking viscoso; CN – condições 
normais)
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anúncio LIPOR
FALTA
FiGurA	4	 |	  Evolução experimental do (a) conteúdo em biomassa agregada (AT/Vol) e filamentosa (CT/Vol) e (b) do CT/SST e do ln(CT/AT). (BF – Bulking 
filamentoso; PP – Flocos pin point; TR – Período de transição; BV – Bulking viscoso; CN – condições normais)
croflocos e valores residuais de macroflocos.
O conteúdo da biomassa em biomassa 
agregada (AT/Vol) e filamentosa (CT/Vol), a 
razão entre ambos (ln(CT/AT)) e a razão entre 
bactérias filamentosas e sólidos suspensos 
(CT/SST) foram também alvos de estudo deste 
trabalho, encontrando-se representados na 
Figura	4. Saliente-se que o parâmetro ln(CT/
AT) foi utilizado com o intuito de se verificar se 
este pode ser entendido como um eficaz subs-
tituto do parâmetro CT/SST, uma vez que o 
factor de correlação R obtido entre os dois foi 
de 0.97, e o parâmetro ln(CT/AT) apresenta a 
vantagem de não depender da determinação 
dos SST. Analisando os resultados obtidos 
verificou-se que o conteúdo em bactérias fi-
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lamentosas (CT/Vol) e as razões ln(CT/AT) e 
CT/SST apresentaram os maiores valores  em 
bulking filamentoso, o que seria expectável 
devido ao maior crescimento das bactérias fi-
lamentosas durante estes períodos. Este facto 
vem reforçar a identificação do período de 
bulking referido como BF2 como sendo, 
de facto, de origem filamentosa. Durante o 
período de bulking viscoso, foi notório o cres-
cimento do conteúdo em biomassa agregada 
(AT/Vol), em concordância com o crescimento 
evidenciado pelos SST referido anteriormente. 
Por outro lado, o conteúdo em bactérias fila-
mentosas (CT/Vol) apresentou uma tendência 
decrescente, tal como as razões ln(CT/AT) e 
CT/SST. Estes factos seriam expectáveis, uma 
vez que as condições associadas ao bulking 
viscoso potenciam o crescimento da biomassa 
agregada por oposição à filamentosa. Em 
relação ao período de formação de flocos pin 
point verificou-se uma diminuição do conteúdo 
em biomassa agregada (AT/Vol), concordante 
com a diminuição evidenciada pelos SST, o que 
configura um washout da biomassa. Apesar do 
conteúdo em biomassa filamentosa (CT/Vol) 
se manter baixo e aproximadamente constan-
te durante este período, as razões ln(CT/AT) 
e CT/SST sofreram um crescimento contínuo 
ao longo deste período. Tal facto é explicável 
pelo elevado washout da biomassa agregada 
referido anteriormente. Analisando a estrutura 
da biomassa no período de condições normais, 
esta revelou um conteúdo em bactérias filamen-
tosas e as razões ln(CT/AT) e CT/SST baixas.
3.3	Correlações	para	a	aferição	do	iVL
Os parâmetros obtidos por análise de imagem 
permitiram ainda a aferição do IVL, e o es-
clarecimento das inter-relações entre este e 
a composição da biomassa. Deste modo, 
foram estudadas as correlações entre o IVL 
e o conteúdo em bactérias filamentosas (CT/
Vol), a razão do conteúdo em filamento-
sas com os sólidos suspensos (CT/SST), e 
a razão do conteúdo em filamentosas com a 
biomassa agregada (ln(CT/AT)), apresentadas 
na Figura	5. 
Na	 Figura	 5a	pode-se observar uma depen-
dência directa entre o IVL e o conteúdo em 
biomassa filamentosa (factor de correlação R 
de 0.91), para o total das experiências com CT/
Vol acima de 7 mm µL-1. Abaixo do valor de 7 
mm µL-1 a quantidade de bactérias filamento-
sas parece não influir directamente para o IVL. 
Verificou-se ainda que a correlação encontrada 
se encontra fortemente dependente das condi-
ções de bulking filamentoso e viscoso, uma vez 
que estas duas condições propiciam os valores 
de conteúdo em filamentosas e de IVL que se 
estendem pela maior gama de dependência 
directa. O mesmo tipo de análise foi efectua-
do para a correlação entre o IVL e a razão CT/
SST, utilizado em estudos anteriores (Amaral et 
al., 2003, Amaral e Ferreira, 2005, Lee et al., 
1983; Matsui e Yamamoto, 1984). Mais uma 
vez se verificou uma dependência directa (R 
de 0.89), para o total das experiências com 
CT/SST acima de 2000 mm mg-1. Abaixo do 
valor de 2000 mm mg-1, contudo, a razão CT/
SST parece não influir directamente para o IVL. 
Verificou-se também que a correlação encon-
trada se encontra fortemente dependente das 
condições de bulking filamentoso e viscoso, 
uma vez que estas propiciam os valores de 
CT/SST e de IVL que se estendem pela maior 
gama de dependência directa. Apesar de, nos 
estudos referidos, se ter provado a adequabi-
lidade da utilização do parâmetro CT/SST na 
aferição do IVL em bulking filamentoso, os re-
sultados obtidos neste trabalho, para um maior 
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		CONCLusÕes
Analisando os resultados obtidos verificou-se que as condições de bulking 
filamentoso provocaram um elevado conteúdo da biomassa agregada em mi-
croflocos, quer sob a forma de agregados dispersos no licor misto, quer ligados 
a bactérias filamentosas. Verificou-se ainda o mais elevado conteúdo em bac-
térias filamentosas, assim como os maiores valores das razões CT/AT e CT/
SST. Relativamente à experiência de formação de flocos pin point, verificou-se 
a formação de microflocos não agregados à (biomassa filamentosa. Foi ainda 
possível de se verificar um fenómeno de washout da biomassa pela diminuição 
do conteúdo em biomassa agregada e dos SST que provocou um incremento 
das razões CT/AT e CT/SST. Os agregados formados durante esta experiên-
cia revelaram-se ainda praticamente não sedimentáveis e facilmente removíveis 
do reactor. As condições de bulking viscoso provocaram uma maior composi-
ção da biomassa em macroflocos, que as restantes condições, assim como 
o crescimento do conteúdo em biomassa agregada e dos SST. O conteúdo 
em bactérias filamentosas apresentou uma tendência decrescente, tal como 
as razões CT/AT e CT/SST. A estrutura da biomassa em condições normais, 
revelou um predomínio de mesoflocos e valores residuais de macroflocos, assim 
como um conteúdo em bactérias filamentosas baixo, tal como as razões CT/AT 
e CT/SST. No tocante à previsão do valor de IVL, no conjunto das condições 
estudadas, esta apenas se revelou exequível para conteúdos em biomassa fila-
mentosa acima de 7 mm µL-1.
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FiGurA	5	 |	  Correlações entre IVL e (a) conteúdo em filamentosas, (b) CT/SST. A linha a tracejado representa o limite de aplicação da correlação e os 
pontos em cruz representam os pontos eliminados. (BF – Bulking filamentoso; PP – Flocos pin point; BV – Bulking viscoso; CN – condições normais)
conjunto de condições, parecem apontar para 
uma maior adequabilidade do parâmetro CT/
Vol no geral. Em relação ao uso do parâmetro 
ln(CT/AT) em substituição de CT/SST, este não 
se verificou tão eficaz de aferir o valor de IVL, 
tendo apresentado um valor de factor de corre-
lação R de apenas 0.85.
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